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بررسي اثرات آنتي باكتريال  جداسازي آنزيم لاكتوپراكسيداز از شير شتر و
  اورئوس استافيلوكوكوس باكتري عليه آن بر

  
  1سمانه لعل عليزاده ،3، مريم ايزدي2، سعيد زيبايي1سميه بهمن پور، *1مهرين بلوري مقدم

  
  ايران، دانشگاه پيام نور واحد مشهد، مشهد - 1

  ايران، مشهد سازي رازي شعبه شمال شرق، سرم و مؤسسه تحقيقات واكسن - 2
  ايران، تنكابن دانشگاه آزاداسلامي واحد تنكابن، - 3

  1391 ارديبهشت 27 تاريخ پذيرش:     1390بهمن  27 تاريخ دريافت:

  چكيده
ســتم لاكتوپراكســيداز يــك سي  سيســتم هــا وجــود دارد. ترشــحات آن آنــزيم لاكتوپراكســيداز در غــدد پســتانداران مختلــف و

كـه ايـن سيسـتم     باشـد  تيوسـيانات مـي   هيـدروژن و  پراكسيد -لاكتوپراكسيداز  باشد كه شامل آنزيم طبيعي در شير مي  ضدميكروبي
را  ،شـود  هـا مـي   اكسايش تيوسيانات توسط پراكسيد هيدروژن به عامل آنتي باكتريال هيپوتيوسيانات كـه باعـث مهـار رشـد بـاكتري     

اسـتفاده از   بـا  لاكتوپراكسـيداز شـير شـتر     و چربـي  شتر استخراج شد شير آنزيم لاكتوپراكسيداز از سيدر اين برر د.نماي كاتاليز مي
هـاي   اسـتفاده روش  استخراج آنزيم لاكتوپراكسيداز از شـير شـتر بـا    ) برطرف شد.rpm2500  در دور C) 4° سانتريفيوژ يخچالدار

فعاليـت   ونجـام گرديـد   اG100 سفادكس افي ژل فيلتراسيونكروماتوگر و  CM C-50سفادكس كروماتوگرافي تعويض يوني با
اسـتفاده   SDS PAGEروش  بـراي تعيـين وزن مولكـولي از     و شـد   گيـري  بنزيـدين انـدازه   لاكتوپراكسيداز توسط تترامتيل آنزيم
بدست آمده  µmol/ ml min , 5-10×9/14با برابر Vmax و mM 268/0ضريب ثابت ميكائيليس براي اين آنزيم برابر با  .گرديد
روي  كه اثر ضدباكتريايي ايـن سيسـتم بـر    باشد تيوسيانات مي پراكسيدهيدروژن و -سيستم كامل شامل آنزيم لاكتوپراكسيداز است.

دقيقـه  360ها تحت شرايط سيستم كامل بـه مـدت   انكوباسيون باكتري براي اين منظور باكتري استافيلوكوكوس اورئوس بررسي شد.
اين نتيجـه   و باشد مي %70اثر ضدباكتريايي سيستم كامل بر باكتري استافيلوكوكوس اورئوس برابر با كه نشان داد ايجنت د.گردي انجام

 باشد.   دار مي معني يدر مقايسه با شاهد داراي اختلاف

  
 .شير شتر، آنزيم لاكتو پراكسيداز، استافيلو كوكوس اورئوس كليدي: كلمات

 مهرين بلوري مقدم :نويسنده مسئول*

 09355383521تلفن:  .، مشهد، ايراندانشگاه پيام نور واحد مشهد: درسآ

 mehrinbolori@yahoo.comپست الكترونيك: 
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  مقدمه
 شود به نام آنزيم پراكسيدازي كه در شير ترشح مي

باشد. لاكتوپراكسيداز نقش  لاكتوپراكسيداز معروف مي
هاي  ميكروب پستاني بر عليهاز غدد  مهمي در حفاظت

  .)2و  1( ه كننده اين سيستم داردآلود
لاكتوپراكسيداز يك آنزيم اكسيدوردوكتاز با 

يك پروتئين دفاعي است كه و  گليكوپروتئين ساختار
شدن  فعال ،گيرد ها قرار نمي ايمينوگلوبولين در گروه

ريزي مانند اشك،  اين آنزيم و ترشح آن در غدد برون
 دهد رخ مياي  ها و ترشحات روده برونش بزاق، بيني و

 78431شامل يك زنجيره پپتيدي با وزن مولكولي
 ي كربوهيدرات آنزيم در حدودامحتو باشد. دالتون مي

كه يك ساختار هم   باشد. آنزيم محتوي درصد مي 10
و  مول آن يك مولكول آهن وجود دارد به ازاء هر

  .)2و  1( باشد هيدرات مينجيره كربوز 4-5 داراي
دي خود خاصيت لاكتوپراكسيداز به خو

 هر حال اين آنزيم همراه باه ب .كشي ندارد ميكروب

ي ئهيدروژن پراكسيداز و تيوسيونات اثرات ضدباكتريا
عنوان سيستم   و به كند گري مي خود را ميانجي

باكتريال طبيعي شناخته شده كه سيستم  آنتي
 .)3( شود لاكتوپراكسيداز ناميده مي

ت در حضـور  اين آنزيم باعـث اكسـايش تيـو سـيانا    
H2O2 هايپوتيوسـيانات  ايجاد دو تركيب به نام باعث و 

OSCN-) (و تيوسيانيك اسيد (HOSCN) شـوند  مي 
در رشـد   باشـند و  باكتريال مي و اينها داراي خواص آنتي

ــادي از   و ــداد زيــ ــم تعــ ــف   متابوليســ ــواع مختلــ انــ
  .)7و  4كنند( ميكروارگانيزها دخالت مي

H2O2 + SCN (-)          Lactoperoxidase            OSCN (-) 
  
  
  
  

  كار  روش مواد و
  استخراج آنزيم لاكتوپراكسيداز

جهت بررسي اين تحقيق شير از نواحي جنوبي استان 
آوري و بــراي  جمــع خراســان رضــوي(منطقه بردســكن)

در نهايـت فعاليـت    هـا و  حفـظ سـاختار پروتئينـي آنـزيم    
درجـــه  -20( هـــا بلافاصـــله بـــه يخچـــال  آنزيمـــي آن

  د.گرديگراد) منتقل  سانتي
در ابتـدا   ،شـير  هـاي فـراوان در   علت داشتن چربي  هب

بــدين منظــور از  گــردد. گيــري انجــام مــي عمــل چربــي
 گــراد) در دور درجــه ســانتي 4( دار ســانتريفيوژ يخچــال

rpm2500  شددقيقه استفاده 15به مدت.  
زدايي  شير بدست آمده از مرحله اول كه عمل چربي

روي سـتون كرومـاتوگرافي تعـويض     بـر آن انجام شده 
 CM sepاستفاده از رزين با )cm)3×10يوني به ابعاد 

Hadex c-50 ــود مــي ــادل گــردد. ل ســازي  عمــل تع
انجـام   )=mM10)8/6pH ها با بافر فسفات سديم رزين
بـافر   ml100سـتون بـا    هاي باند شده بـه  وآنزيم شود مي

 NaClمحتـــوي  )=mM10)8/6pHفســـفات ســـديم 
mM100 آنزيم جدا شـده در  ).1( شود تشو داده ميشس

در بــافر  mM NaCl 200-100گراديــان خطــي 
ــاثير )=mM )8/6 pH 10فســفات ســديم   تحــت ت
بعـد از   شـود.  %) قرار داده مي90(اشباع آمونيوم سولفات

محلول آنزيم در مقابـل بـافر فسـفات سـديم     اين مرحله 
mM5  8/6باpH=  گردد. دياليز مي  

عمـل ديـاليز بـرروي سـتون      بدست آمـده از محلول 
 رزيــنكرومــاتوگرافي ژل فيلتراســيون بــا اســتفاده از    

قــرار داده  )cm100× 5/2 (ابعــاد G-100ســفادكس 
بـافر فسـفات   آنزيم باند شده بـه سـتون توسـط     شود. مي

 تحت تاثير و گردد مي جدا  =8/6pHبا  M 1/0 سديم
بعـد از   .شـود  داده مي%) قرار 90(اشباع آمونيوم سولفات

 ين مرحله محلول آنزيم در مقابل بـافر فسـفات سـديم   ا
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mM 5/0  ــا ــي  =6pHب ــاليز م ــردد دي ــان هم .گ زم
ــيون ــع  فراكسـ ــتگاه جمـ ــط دسـ ــا توسـ ــده  آوري هـ كننـ
هاي بعـدي بـه    و جهت بررسي آوري جمع ،ها فراكسيون

بـه منظـور    شـوند.  درجه سانتيگراد منتقل مـي  -20 فريزر
رونــد  تعيــين ميــزان خلــوص آنــزيم و همچنــين كنتــرل 

ســازي از الكتروفــورز ژل پلــي اكريــل  صــحيح خــالص
ــد ــولفات (  -آمي ــيل س ــديم دودوس ) SDS-PAGEس

بوسـيله روش بـراد    غلظـت پـروتئين   .گـردد  استفاده مـي 
بــه عنــوان  BSA)( آلبــومين ســرم گــاوي فــوردتعيين و

   شود. مي بكاربردهاستاندارد 
آنزيم لاكتو پر اكسيداز يك آنـزيم دو سوبسـترايي   

آنزيم مي تواند پر اكسيد هيدروژن را توسـط   اين .است
  احيا كند. TMBيك سوبستراي دهنده الكترون نظير 

ــت    ــبه ثاب ــور محاس ــه منظ ــزيم   ب ــنتيكي آن ــاي س  ه
)Vmax٫Km ــر غلظــت ــزيم در براب هــاي  ) فعاليــت آن

جهـت سـنجش فعاليـت     .سـنجش شـد  TMB  مختلف
 هــاي مختلــف آنــزيم لاكتوپراكســيداز در برابــر غلظــت

TMB مقدار ml 1  هـاي  از غلظـت mM 1- 01/0  در
 ul50بـه مقـدار   =4pHبـا   mM25 بافر فسـفات سـديم  

 H2O2از  ml2 آنزيم اضافه شد. با اضافه كردن مقدار
)mM 2/0(    .پـس از   شرايط انجام واكـنش فـراهم شـد

ــرايط     ــيون در ش ــه انكوباس ــه دقيق ــدت س ــه  37 م درج
ــدار   ــردن مقـ ــافه كـ ــا اضـ ــانتيگراد بـ ــيد  ul500 سـ اسـ

جـذب آن در   و واكـنش متوقـف شـد    N2سولفوريك 
ــوج ــري شــد(  nm420 طــول م ــدازه گي ــين  .)9ان همچن

بررسي شد   H2O2هاي مختلف فعاليت آنزيم در غلظت
 منتن براي اين آنزيم رسم گرديد. –ونمودار ميكائيليس

  
  
  
  

  بررسي فعاليت ضد باكتري آنزيم لاكتوپراكسيداز
منظور بررسي فعاليت ضدباكتري آنزيم  به
كسيداز استخراج شده از شير شتر ابتدا اپرلاكتو

به  استافيلوكوكوس اورئوسهاي گرم مثبت  باكتري
 BHB )Brainساعت در محيط كشت مايع 24 مدت

Heart Broth (در درجه حرارت °C 37  كشت داده
 محلول سرم فيزيولوژي استريل يا استفاده از با و شد

PBS شد. جهت كشت  سازي انجام عمل رقت
استفاده شد.  10- 6 هد و آزمايش از رقتتيمارهاي شا

گروه مورد بررسي و يك  4 ها به براي آزمايش لوله
گروه شاهد تقسيم شدند كه در هرگروه چهار تكرار 

  وجود داشت.
ــابراين ــي  بن ــر آنت ــراي بررســي اث ــال آ  ب ــزيم باكتري ن

ــيدازلاكتوپر ــر  ،اكسـ ــاكترياثـ ــر يـــك از   بـ ــي هـ كشـ
سيســتم كامــل  بطــور جداگانــه و نيــز اثــرگرهــا  واكــنش
 و )mM1( تيوسـيانات  + )H2O2 )mM 03/0شامل{
ميكروگرم بـر ميلـي ليتـر} بـا شـرايط برابـر        02/0 آنزيم

هـا نمونـه    از گروه 360و  60، 0در دقايق .بررسي گرديد
هـاي   گرفته و جهت شمارش تعداد كلنـي بـرروي پليـت   

  دار كشت داده شد. حاوي آگار خون
  

  نتايج
استفاده از سوبستراي سنجش فعاليت آنزيم كه با

TMB نشان داد  ،ها انجام شد بر روي تمام فراكسيون
 )056/0(با جذبي برابر 33جذب در فراكسيون ماكزيمم

 .پيدا كرده است جذب كاهشبوده است و پس از آن 
نشان TMB  سنجش ميزان آنزيم به روش استفاده از

، 32هاي  داد كه بيشترين خروج پروتئين در فراكسيون
  ).2(نمودار بوده است 34و  33

روش برادفورد عمل  براي تعيين غلظت پروتئين به
مخلوط  در  آنزيم  غلظت روش مقدار  اين  اساس بر شد.
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 mg/ml0221/0مورد نظر 34و  33، 32 هاي فراكسيون
  .محاسبه شد

و  SDS–PAGEهـا روي ژل   با كنترل فراكسـيون 
ن بـه  اين فراكسـيو  ، 33مشاهده باند آنزيم در فراكسيون

بـا   عنوان فراكسـيون حـاوي آنـزيم در نظـر گرفتـه شـد.      
ــاركر   ــا بانـــدهاي مـ ــيون بـ ــه بانـــد ايـــن فراكسـ  مقايسـ

هــاي بــا وزن مولكــولي معــين) وزن مولكــولي  (پــروتئين
  .باشد مي K D 75پروتئين در محدوده
در  فعاليت آنزيم لاكتوپراكسيداز نتايج حاصل از

 كه در داد  نشان H2O2 مختلف  هاي برابر غلظت
 اب ،H2O2ميلي مولار 15/0تا 01/0هاي غلظت  محدوده

 پراكسيدازفعاليت آنزيم لاكتو H2O2افزايش ميزان 
 هاي از غلظت اما دهد. افزايش متناسبي نشان مي نيز
با افزايش غلظت،  H2O2مولار  ميلي 25/0 تا 15/0

دهد. اين  فعاليت آنزيم افزايش بسيار ناچيزي نشان مي
با فعاليت اوليه آنزيم تمام سوبسترا  رددا بيان مي امر

منتن  -سبرهمين اساس نمودار ميكائيلي مصرف گرديد.
جهت تعيين سنتيك  .)1(نمودار آنزيم رسم گرديد

هاي مختلف  حضور غلظت آنزيم لاكتوپراكسيداز در
لاكتو پراكسيداز مورد  فعاليت آنزيم  TMBسوبسترا

 سترايبا سوب نتايج نشان داد،. سنجش قرار گرفت
TMB مقدارKm  با برابرmM  268/0  وVmax 
  .باشد مي µmol/ml min 5-10×9/14 برابر

آنزيم لاكتوپراكسيداز   باكتري حاصل از اثر ضد  نتايج
  استافيلوكوكوس اورئوسبر باكتري 

 كامل  سيستم همچنين بكارگيري
)H2O2+tiocyanate+lactoperoxidase پس (

و  5/10 كلني به21 زها ا از يك ساعت تعداد باكتري
 كلني كاهش 5/6 به آنهاساعت تعداد  6 پس از گذشت

سيستم كامل باعث كاهش درصد تشكيل  بنابراين .يافت
 باكتري (CFU/ML) ليتر ميلي كلني بر

 30به CFU ميزان شده و استافيلوكوكوس اورئوس
  ).3(نمودار درصد رسيده است
يانس آناليز وار براساس آزمون ،دهد نتايج نشان مي

اثر سيستم  بين )p>001/0( داري اختلاف معنيدوطرفه 
كننده در واكنش براي  كامل با اثر ساير مواد شركت

صد در كه بطوري ،ها ديده شد باكتري كاهش تعداد
درصد  30به CFU/ ml% ليتر تشكيل كلني بر ميلي

 056/0( دار نيست معني ولي متغير زمان رسيده است
p=( نمودار)4.(  

بررسي فعاليت آنزيم در برابر غلظتهاي مختلف پر اآسيد هيدروژن 
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  H2O2هاي مختلف  منتن آنزيم لاكتوپراكسيداز در حضور غلظت –نمودار ميكائيلس: 1رنمودا
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 25دقيقه در درجه حرارت  360تحت شرايط انكوباسيون به مدت استافيلوكوكوس اورئوسسيستم كامل بر باكتري  اثر پراكسيدهيدروژن و تيوسيانات و:3نمودار
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تفاوت در مقدار پاسخ در  شود نه كه ملاحظه ميهمانگوه. دقيق 360و 60هاي زمان در استافيلوكوكوس اورئوسنتايج آماري اثرتيمارهاي مختلف بر باكتري  :4نمودار

 .دار است معني استافيلوكوكوس اورئوستيمارهاي متفاوت براي باكتري 

  گيري بحث ونتيجه
ــاكتو     ــك ف ــوان ي ــه عن ــيداز ب ــزيم لاكتوپراكس  رآن

از  شـود و  باكتريال بسيار مهم در شير محسـوب مـي   آنتي
ده توان براي كاهش رشـد باكتريـايي شـير اسـتفا     آن مي

  د.نمو
در اين تحقيق ميزان آنزيم لاكتوپراكسيداز استخراج 

ــده از  ــتر ml2شـ ــير شـ ــتفاده از روش شـ ــا اسـ ــاي  بـ هـ
 CM sepHadex كرومـاتوگرافي تعـويض يـوني بـا    

C-50  كرومـاتوگرافي ژل فيلتراسـيون   وSphadex 

G100  mg/ml /0221/0 و بـــوده اســـت Km و 
Vmax   محاسبه شده به ترتيب عبارتنـد ازmM268/0 

 و ه اسـت بدست آمد µmol/ ml min 5-10×9/14 و
ــدود    ــزيم در ح ــن آن ــولي اي دالتــون  75000وزن مولك

  تخمين زده شد.
Uguz  و Ozdemir تحقيقي در 2004( در سال (

زمينه استخراج آنزيم لاكتوپراكسيداز شير گاو انجـام بـا   
 هاي كروماتوگرافي تعـويض يـوني بـا    روش استفاده از

CM sepHadex C-50   ــاتوگرافي ژل ــا كروم ب
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 اند و ميزان انجام داده spephadex G100 فيلتراسيون

Vmax  برابر بـاumol/ml min  87/7 وKm    برابـر
 و وزن مولكولي آنـزيم لاكتوپراكسـيداز   mM411/0با 

دالتــون  80000اســتخراج شــده از شــير گــاو در حــدود 
  ).8( بررسي شده است

Ozgur Yoruk تحقيقـــي در  )2006( در ســـال
هـا بـر آنـزيم لاكتوپراكسـيداز      بيوتيك مينه اثرات آنتيز

هــاي  در ايــن تحقيــق از روش گــاو انجــام داده اســت و
 CM sepHadex كرومـاتوگرافي تعـويض يـوني بـا    

C-50  كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون وspephadex 

G100 اســـتفاده شـــده و ميـــزانVmax   برابـــر بـــا
umol/ml min  6/13 وKm    برابر بـاmM411/0  و

بررسـي  دالتـون   80000وزن مولكولي آنـزيم در حـدود  
  ).10( شده است

درخصوص اثر سيستم لاكتوپراكسيداز گفته 
هاي  كشي برعليه باكتري داراي اثر باكتريكه  شود مي

، نتايجبا ساير مقايسه  باشد. در مثبت مي گرم منفي و
سيستم  اثرهاي اين بررسي نشان داد كه  يافته

مدت زمان  درنظرگرفتن نوع آنزيم و لاكتوپراكسيداز با
 ميزان تشكيل كلني بر ميلي ليتر ساعت) و6انكوباسيون (
(CFU/ml)  30به  استافيلوكوكوسباكتري گرم مثبت 

  .رسيده است درصد
در تحقيـق  1381 نوروزي مقدم وهمكـاران در سـال  

استخراج آنزيم پراكسيداز از غده مركب مـاهي مركـب   
ــايي سيســتم پر  ــر دوســوش  را اكســيدازاثرضــد باكتري ب

 Aeromonasو Bacillus subtilisهـاي   بـاكتري 

hydrophila    دقيقــه) 15( در مـدت زمـان انكوباسـيون
ميزان تشكيل كلني بر ميلي  بررسي كرد. نتايج نشان داد

بــاكتري گــرم منفــي تحــت اثــر ايــن  (CFU/ml) ليتــر
 ميـــزان تشـــكيل كلنـــي بـــر ميلـــي ليتـــر  و 27 سيســـتم

CFU/ml)( بوده است 11 ،م مثبتگر باكتري )7.(  

Jacob باكتري  )1972( همكارانش در سال و
 37 دقيقه در دماي 30را به مدت مايكوپلاسما پنومونيا

 - درجه سانتيگراد در معرض سيستم پراكسيداز انساني
و مشاهده كردند  كلريد قرار دادند-هيدروژن پراكسيد

د باكتريايي اين سيستم در مقايسه با شاهضد فعاليت كه
  .)11( در صد بوده است صد

در اين تحقيق اثر ضد باكتريايي آنزيم لاكتوپراكسـيداز  
(خراسـان   استخراج شده از شـير شـتر نـواحي بردسـكن    

ثابت  استافيلوكوكوس اورئوس  برروي باكتري رضوي)
كـــه مويـــد تحقيقـــات انجـــام شـــده بـــرروي  گرديـــد

 باشـد.  لاكتوپراكسيداز استخراج شده از منابع ديگـر مـي  
شير شـتر   نيز در فرهنگ شتردارانمانطور كه مي دانيم ه

 تــر اســت و هــا مقــاوم از شــير ســاير دام ،نســبت بــه فســاد
يكي از عوامل مهم  كه خاصيت ماندگاري بيشتري دارد

 همـين  توانـد  خاصيت مقاومت شير شتردر برابر فساد مي
  در آن باشد. اثر لاكتوپراكسيداز موجود
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Abstract: Lactoperoxidase enzyme is present in various mammalian glands and in 
their secretions. The lactoperoxidase system is a natural anti-microbial system in milk 
which results from the interaction between three components; the enzyme 
lactoperoxidase, thoicyanate ion and hydrogen peroxidase. Hydrogen peroxidase 
catalyzes the oxidation of thiocyanate to turn it into the antibacterial hypotiocyanate 
that, in turn, inhibits the growth of bacteria. Lactoperoxidase enzyme was extracted 
from the milk of camel. Camel milk was centrifuged at 2500 rpm at 4°C for 15 min to 
remove fat. Camel lactoperoxidase was extracted from raw milk using CM sepHadex 
C-50 ion exchange chromatography٫ and sephadex G-100 gel filtration 
chromatography. The activity of lactoperoxidase was measured by using 
tetramethylbenzidin as achoromogenic substrate. The determination of molecular 
weight for the extracted enzyme was controlled with SDS-PAGE .Km value for 
lactoperoxidase was 0.268 mM. Vmax value was 0/000149 µmol/ ml min. The 
antibacterial system was prepared. The complete system constituted lactoperoxidase ٫ 
H2O2٫ and tiocyanate .The antibacterial complete system effect was measured on the 
Staph aureus bacteria. For this purpose, the bacteria were incubated under complete 
system condition for 360 min. The findings indicated that the antibacterial complete 
system effect on Staph aureus was 70%. These results showed a significant difference 
as compared to the control. 
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